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きた [ 37 ] [ 25 ]。それでも当時は、医薬品として広く用いるために必要な経済面の課
題に対して、細胞を使った生産性の低さと、高額な培地コストなどがあり商用化には、




を開発・上市してきた [ 5 ] [ 38 ]。ついに、2010 年には、新規医薬品売り上げの上位
の多くを抗体医薬品やその派生製品が占めるようになった [ 57 ]。バイオロジックスが、
現在の医薬品の大きなセグメントとなっているのである。 
 








ター卵巣細胞（Chinese hamster ovary：CHO 細胞）が主に使われている。このほか
の動物宿主細胞としては、マウスミエローマ細胞（NS0 や sp2/0 細胞）、ヒト株化細胞
（PER.C6 細胞） といった細胞がある。これらのうち、生産系として CHO 細胞が多用さ
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れる理由としては、他の細胞に比べて染色体の再編成( rearrangement) や相同組み












使用されており、抗体医薬品として欧米で承認取得医薬品の 70%がこの CHO 細胞に
より生産されている [ 23 ]。さらに、2006-2010 に欧米で上市されたバイオ医薬品 58
品目のうち動物細胞を宿主としたものが 32 品目、その中で 22 品目が CHO 細胞で生
産されている [ 57 ]という報告もある。このような理由から現在では Defact standard 
となった CHO 細胞に対しては、さらに研究が積み重ねられ、生産性向上や機能面の
解析が行われ、宿主細胞としてさらに有利な状況となってきている。このような積み重
ねで、近年では各社で CHO 使った生産系で、10 g/L を超える容量生産性も報告され
ている [ 22 ]。 
 
1.3. CHO 細胞での発現としての GS-system 
CHO 細胞での発現系では、主に①DHFR（Dihydrofolate reductase）欠損株に対
する DHFR 遺伝子を marker にした DHFR 発現系 [ 24 ] [ 26 ] [ 49 ]と、②GS
（Glutamine synthetase）を MSX (Methionine sulphoximine)が阻害する原理に基づ
き GS 遺伝子を marker とした GS 発現系の二つがある [ 4 ] [ 5 ]。 
本研究に用いた LONZA-GS System は、その名の通り、GS 遺伝子を marker にし
ている。この発現系は Lonza Biologics（以下、LONZA）からライセンスされている。
LONZA は、古くから細胞発現系の研究を行っていた Celltech Biologics を 1996 年に
買収したことでその権利を取得している。この LONZA-GS System では同じベクター
でマウスミエローマ系の NS0 細胞を使う系と、CHO 細胞を使う系があるが、現在は前
述のような理由でCHO 細胞系が主流である。これまでの報告では DHFR系の発現系
よりも、その高生産取得過程において遺伝子増幅系に頼らないため、評価する細胞数
が少なくかつ早期に樹立可能であると言われている [ 3 ] [ 5 ]。さらに、高生産株は同
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時に染色体に取り込まれる GS 遺伝子活性が強いため、グルタミンが分解して放出さ
れて生じ、ある一定濃度以上で細胞毒性を示すアンモニアの蓄積が妨げられるという
細胞培養上の利点が言われている [ 33 ]。また、グルタミンは細胞の代謝にとって重
要なアミノ酸であるが、GS 発現系で構築された生産株は、培地にグルタミンを加えなく
て良いというコスト上、操作上の利点もある [ 18 ] [ 33 ]。 
宿主の CHO 細胞も当初の CHO-K1 株から、その無血清無蛋白馴化細胞株の
CHO-K1SV 株、さらにその CHO-K1SV 株の GS の対立遺伝子を完全に knock-out
した CHO-K1SV GS-KO 株など更なる改良がおこなわれている。この CHO 発現系は






抗体医薬品の場合は、数 mg ～ 数 100mg 単位、ときにはグラム（g）単位の臨床投
与量が求められるため、製造コストに対しての細胞の生産性の影響は大きい。すなわ
り、高生産株の樹立および、高生産培養法の樹立は抗体医薬品の安定供給や将来
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Figure 1 育種と第 1 相治験開始まで 
（M は month を意味する） 
 
この育種プロセスの内での各セルバンクの構築フローをお互いの関係を中心に示











間の継続的安定性が求められる非常に重要な工程となっている [ 50 ] 
 























株が含まれている可能性が高いという“Power Game”のようになっている [ 6 ] [ 20 ] 
[ 50 ]。その理由として、現在主流の遺伝子導入方法では、ベクタープラスミドに搭載され
たマーカー遺伝子と目的遺伝子のカセットが、宿主染色体上との相同組換えによるラン
ダム挿入を基本原理としているからである [ 2 ] [ 43 ]。この場合、得られた多数の
Transfectants ごとに染色体の挿入された部位が異なっていて、それにより得られた各
Transfectants の特性が異なっている。一つは、Position Effect と言われる挿入遺伝子に
対する発現効率の差で、他の配列からの正の亢進効果と負の抑制効果や、クロマチン上
で高度に凝集したクロマチン構造をとり転写され難いとされる Heterochromatin と、高次
構造がゆるみ、転写因子がアクセスしやすい Euchromatin の違いもあるとされている 
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プロファイル」になるか、「ふさわしくないプロファイル」になるかがある [ 44 ] [ 45 ] [ 46 ]。
この代謝プロファイルの変化による目的遺伝子以外の宿主遺伝子の発現レベルの変化
は、クローンごとの目的産物の転写後修飾（PTM: Post translational modification）の違
いももたらしこれは目的産物の品質に違いを生じさせる[ 51 ]。三つ目は、スクリーニング
期間中に選択圧を掛けられたことに対する宿主細胞の反応としての挿入遺伝子の増幅





することが必要である[ 15 ] [ 50 ]。 





局からもこの mono-clonality の説明を求められる。この mono-clonality を担保するため
のこれまでの育種法は、限外希釈法（Limiting Dilution :LD）といって、細胞を単細胞由
来の細胞集団が得られるまで希釈してそれを適宜評価しながら拡張培養を行うという方




ングする fluorescence-activated cell sorter (FACS)を用いた育種方法である [ 7 ] [ 9 ] 
[ 54 ]。FACS では蛍光抗体で染色した細胞を液流に乗せて流し、レーザー光の焦点を通
過させ、個々の細胞が発する蛍光を定量的に測定し、細胞一つ一つを分別回収する。 
これに対して、細胞を半固形培地に播種して、単細胞由来のコロニーを光学的に評価






る[ 13 ] [ 14 ] [ 32 ]。このように、医薬品の開発としては他社との開発競争に勝つために
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短縮語一覧 
Abbreviation (略語）  Description (意味） 
BSA Bovine serum albumin 
CD Chemical defined 
CDACF Chemical defined animal component free 
cGMP Current good manufacturing practice 
CHO Chinese hamster ovary 
CHOK1SV Suspension variant of Chinese hamster ovary  
K1-SV strain 
CLD Cell line development 
Conf. Confluent 
CPFL Clone Pix FL  
CM Clone media 
CMV Cytomegalovirus 
CSI Clone Select Imager  
dFBS Dialyzed fetal bovine serum 
DGV Double gene expression vector 
DPS Days post seeding 
DT Doubling time 
dhfr / DHFR Dihydrofolate reductase 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS Fluorescence-activated cell sorter 
FCM Flow cytometory 
GMP Good manufacturing practice 
GS Glutamine synthetase 
HPLC High performance liquid chromatography 
HTS High throughput 
ICC Initial cell concentration 
ICH International conference on harmonization of technical 
requirements for registration of pharmaceuticals for 
human use 
IgG Immunoglobulin G 
IND Investigational new drug application 
IVC Integral viable cell density 
LD Limited dilution 
LN or Ln Natural logarithm  
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mAb Monoclonal antibody 
mg Milligrams 
mL Milliliters 
MCB Master cell bank 
MSX L-Methionine sulfoximine 
MTX Methotrexate 
NA Not applicable/not available 
pCO2 Partial pressure of CO2 in the culture medium 
pg Pico gram 
pcd Pico gram cell per day = unit of SPR 
PDL Population doubling level 
PTM Post translation modification 
Qp Specific productivity 
RCB Research cell bank (pre-master cell bank) 
rAlb Recombinant Albumin 
rpm Rotation per minute / Revolution per minute 
SCB Seed cell bank (pre-master cell bank) 
SD Seeding cell density 
SF Shake flask 
SGV Single gene expression vector 
SPR Specific productivity 
TBD To be determined 
TF or  TX Transfection 
VCD Viable cell density 
Via. Viability 
µg Micro gram 
µL Micro liter 
µM Micro molar 
w/ With 
w/o With out 






















〜数千の細胞が 1 well に入る条件を設定する。そのうち遺伝子導入された統計的に
細胞株が 1 cell 以下になる条件のみを採用する。これだけではクロナリティーの保証
には十分でないため一般的に 2 step 目のクローニング（サブクローニング）が必須と
なる。 
一方、優良 pool からのクローニングや一度樹立した細胞株からのサブクローニン
グ時には細胞が 1 cell/well 以下となるように希釈、播種を行う。一般的にはこちらの
1cell/well 以下で播種する方法のほうが限外希釈法として知られている。 
 
本研究で用いた CHO-K1SV 宿主細胞 (Lonza Biologics)と GS 発現系システム
(Lonza Biologics)では、pEE12.4 と pEE6.4 という二つのプラスミドベクターを使用し
た。基本的に pEE12.4（約 7.5kbp）という GS 遺伝子が挿入されたベクターでメイン
の目的遺伝子（GOIs：Gene of interests) を発現させるための Single gene 
expression vector  (SGV) を構築する。抗体のように 2 ペプチドが必要な場合は、
GS 遺伝子を含まない pEE6.4(約 5kbp) というベクターでももう一つ SGV を構築し、
最終的に両者を組み合わせて一つにした Double genes expression vector （DGV）
を作製したものを使用する[ 3 ] [ 5 ] [ 11 ]。この DGV を用いて宿主細胞に遺伝子導
入する。このベクターいくつかのバリエーションが存在してはいるが、今回研究で用い
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た SGV の元となる pEE12.4 と pEE6.4 のベクターマップを Figure 3 に、構築後の
DGV発現ベクターの例を Figure 4に示した。この発現系の特徴として以下の6つが
挙げられる。 




③ 一つのベクターに H 鎖、L 鎖を同時に載せた Double gene vector system で
ある[ 5 ],[ 4 ]。これにより、H 鎖のみ高発現、L 鎖のみ高発現という不均等が
なくなる[ 45 ]。 
④ 宿主細胞へのランダムな integration による安定遺伝子導入系で、生産物遺
伝子（GOIs: Genes of Interests）と marker の GS 遺伝子も同じベクターで発
現させることで、GS の発現量を指標に GOIs の高発現株を取得しやすい 
⑤ 強力な hCMV-MIE promoter により GOIs を発現させる[ 11 ] 
⑥ 少し弱めの SV40 promoter により GS 遺伝子を発現させ、GOIs 発現量との
バランスから高発現株を取得する。 
 
Figure 3 Plasmid map of pEE12.4 and pEE6.4 
 
 
- 15 / 78 - 
(β-lactamase)
プロモーター配列 






 Figure 4 Double genes expression vector （DGV）の構成 
(Birch J.R, et.al, 2005 [ 4 ] を参考) 
 
本研究で使用した、CHO-K1SV 株は GS 遺伝子の内在性遺伝子を保持してい
る。初回スクリーニング時（プライマリースクリーニング）では、挿入遺伝子配列とと
もに宿主細胞の染色体に組み込まれる GS 遺伝子の発現レベルを、グルタミンを含
まない培地で評価、さらに阻害剤である MSX を加えた 2 重の挿入確認法で細胞を
スクリーニングする(Figure 5)。このとき、播種される細胞密度と MSX の濃度により、
取得される細胞株の効率や分布に違いがあることが報告されている[ 18 ]。 
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Figure 5 GS（Glutamine synthetase）によるグルタミンの生成と阻害剤の MSX 
（Methioninesulphoximine）の関係 
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2.2  実験材料および方法 
2.2.1 細胞株（Cell line） 




細胞株樹立においては、以下の 3 種類の培地を使用した。 
① CD-CHO medium (Invitrogen) supplemented with 6mM L-glutamine 
(Invitrogen) 
② CD-CHO medium supplemented with 25μM methionine sulfoximine (MSX) 
③ CM25 Medium (Lonza Biologics) with 10% dFBS (Fetal bovine serum) 
外部からの追加 GS 遺伝子を保有していない宿主細胞 CHO-K1SV の培養に際し
てはグルタミンを含む①を使用した。グルタミンは 200mM の濃度の濃縮液を凍結状
態 で 保 管 し 、 使 用 時 に 溶 解 し て 使 っ た 。 プ ラ ス ミ ド に よ る 遺 伝 子 導 入 後 の
Transfectants の集団や選抜された細胞株の無血清条件での培養には、グルタミン







では、それぞれ mAb-A、mAb-B、mAb-C、mAb-D、mAb-E とした。 
諸言に述べたように、本研究では2種類のベクタープラスミド①pEE12.4と②pEE6.4
を使用し発現ベクターを構築した。  
抗体産生ハイブリドーマの cDNA から遺伝情報として取得した H 鎖（Heavy 
chain）、L 鎖 (Light chain) それぞれのうち鎖長の短い L 鎖を pEE12.4 に、サイズ
の大きい H 鎖を pEE6.4 に大腸菌を用いて個別にクローニングしたものをそれぞれ、
SGV とした。 
2 つの SGV を共通の制限酵素で切断してライゲーションしたものを抗体発現用の
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36～37℃のウォーターバスで溶解後、氷冷した CD-CHO 培地（Life Technologies）
に懸濁した。凍結剤を含む細胞を洗浄するため、150〜200xg （15 or 50mL-tube）
で 5 分間遠心して。上清を除去した後、細胞のペレットを初期細胞密度(ICC)が 2.0 
～4.0 x 105 cells/mL となるように、6 mM グルタミン入り CD-CHO に懸濁し、5% 
CO2、36.5℃で振とう培養(140rpm)する。通常は、125mL のベント蓋つきのディス
ポーザブルフラスコ（Corning）を使用する。継代はオーバーグロースを防ぎながら
ICC を指標に 6mM グルタミン含有 CD-CHO 培地で 2～3 日ごとに行った。 
取得された、生産株の培養条件も基本的には同じであるが、培地はグルタミン不





1.4×107 cells/mL に調整した宿主細胞懸濁液を使用した。宿主細胞縣濁液 700 L
（1.0×107 cells）に対して、線状化された DNA 溶液 100 μM(40g)を加え、0.4 cm
キュベット（BIO-RAD、 165-2088）内でよく混合した。エレクトロポレーションは、
BIO-RAD 社の Gene Pulser Xcell™を用い、Exponential Decay 法、電圧 300V、
静電容量 900 F で実施した。遺伝子導入後の細胞を所定細胞“数”になるように
96well-plate に 50 μM/well ずつ分注し、その 24 時間経過後に 150 L 分の MSX
（添加濃度は設定濃度の 4/3 倍）を含む培地を添加した。培地条件としては、無血清
CD-ACF 条件（Chemical defined animal component free、培地は CD-CHO 
medium supplemented with MSX) と血清含有条件（CM25 Medium with 10% 
dFBS、 MSX）で使用する培地が異なる。最初の 96 well-plate での静置培養条件で、
4〜8 週間培養後、96 well で充分生育が見られるプレートについては顕微鏡観察な
どによる増殖確認後、50 L ずつサンプリングを実施し、生産性評価を行った（2.2.6





(125mL 、Corning) へ拡張し継代した。 
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2.2.6 生産物濃度評価方法 
培養培地中の生産物濃度は、サンドイッチ ELISA 法（Enzyme-Linked Immuno 
Sorbent Assay：酵素結合免疫吸着法）又は、バイオレイヤー干渉法（Bio Layer 
Interferometry: BLI）による生体分子間相互作用解析システム Octet QK (Forte bio, 
Menlo Park, CA) を用いた（Octet 法）。 
ELISA 法に際しては、1 次抗体として goat monoclonal anti-human IgG Fcγ 
antibody (Jackson Immuno Research, West Grove, PA) を 96well-plate にコー
ティングし BSA を含むバッファーでブロッキングを行う。サンプル添加後、二次抗体と
して Horseradish peroxidase (HRP) -conjugated anti-human IgG (Jackson 
Immuno Research) を使用し、酵素基質として TMB を加え酸化して黄色になった溶













世代数（ PDL: Population doubling level ）、細胞倍加時間 ( Dt ： Doubling 
time,[Hrs]) 、積算生細胞密度( IVC：Integral viable cell density, [cells-day/L] ) 、
比生産性 ( Qp: specific production rate, [pg/cell/day] ) など各種細胞代謝の指
標は以下の計算式で求めた[ 39 ]。 
① PDL=1/LN(2) x LN(Cf/Ci) 
このとき 
Cf  = viable cell density (cells/mL) at time f 
Ci  = viable cell density (cells/mL) at time i (inoculation)  And  f>i 
 
② Dt = (Tf –Ti)x{LN(2) /( Ln(Cf./Ci)} 
このとき 
Tf  = time f, Ti = time i 
Cf.  = viable cell density (cells/mL) at time f 
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Ci  = viable cell density (cells/mL) at time i (inoculation or previous 
sampling) , And  f>i 
 
③ IVC [106 cell-day/mL]= IVC0 + (1/(2 x 10
6)/Σ(ti - ti-1)(VCDi + VCDi-1 )  
  このとき、 
t : time point  i  (day) 
VCD   : viable cell concentration  [cells/mL] 
 
④ Qp = titer / IVC 
 このとき、 
 titer ： product concentration [mg/L] 
 
また、Outgrowth efficiency (生育ウェルの取得効率) は以下の計算式を用いた。 
⑤ Outgrowth efficiency (%) 
= number of cell growing wells / number of total seeding wells X 100 
  
 




well 多数の細胞を播種する限外希釈法では、outgrowth efficiency に影響を与える
スクリーニング時培養条件と、その際の播種細胞密度が重要である[ 18 ] [ 41 ]。 
細胞培養用のマイクロウェルプレートの well に播種された細胞は、グルタミン不含




遺伝子導入された細胞があっても GS 遺伝子の発現レベルが MSX の抑制に打ち勝
つレベルにないと、細胞増殖に必要なグルタミンを産生することができずに、その
well からの増殖は認められない。 
Figure 6 では、mAb-A を導入した細胞をスクリーニングした際の各初期選択培養
条件における outgrowth efficiency を示している、どの条件においても MSX 濃度が
低いほど細胞の outgrowth efficiency が高くなっていることが分かる。また、播種細
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Figure 6 Comparison of outgrowth efficiency with serum containing 
media vs. CD-ACF 
 
 
横軸に実際観察される表面上の outgrowth efficiency を示し、縦軸がそのときの
各 well の状態をシミュレーションしたものが Figure 7 である（文献[ 12 ] の理論をも
とに計算）。例えば、半数の well から細胞が立ち上がってくる最右端の条件ではその
うち半分しか 1cell/well のものはなく、他は同じ well に 2cell 以上の transfectants が
含まれていることを示している。outgrowth efficiency の低い領域では、single-cell の
確率は outgrowth efficiency に比例し、この図からは、5%の outgrowth efficiency 
のとき single cell である確率は 95.1%であり、同様に、10%の outgrowth efficiency 
のとき single cell である確率は 90.1%である。その後の効率等も考えると、single 
cell が 90%を下回るような条件は好ましくないと考えられた。 
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Figure 7 Simulation of outgrowth-efficiency and distribution of 

































Figure 8 Outgrowth efficiency at each seeding cell density per well 対数 
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無血清条件で mAb-E を用いて各 Seeding cell density で播種した際の
outgrowth efficiency をプロットしたものが Figure 8 である。この条件の場合、理論








グ条件下では single cell からの立ち上がりになることや、transfection shock によ
り増殖速度はこれより遅くなり、倍加時間は長くなる。細胞が 24 時間で倍になる標
準的速度であれば、10 日間で、210=1024≒103 であり、20 日間（3 週間）で、









Table 1 Screening culture duration and number of clones at each 
stage(mAb-A) 
 左のカラムは、96well での培養期間を示す（5W：3 週間〜10W：10 週間） 
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mAb-A 96well 24well T25 T75 SF
Serum_5W 138 86 20 11 5
Serum_6W 69 65 10 4 4
Serum_8W 31 24 10 6 4
Serum_10W 9 8 3 3 3
Total 247 183 43 23 16
mAb-A 96well 24well T25 SF
CD_5W 49 24 20 5
CD_6W 66 38 20 3
CD_8W 49 24 10 5
CD_10W 4 1 1 1
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Table 2 Screening culture duration and number of clones at each 
stage(mAb-C) 
 
mAb-C 96well 24well T25 T75 SF
Serum_3W 30 23 21 14 8
Serum_4W 61 48 30 10 6
Serum_5W 208 96 30 12 7
Serum_6W 159 72 27 12 6
Serum_7W 199 72 14 8 6
total 657 311 122 56 33
mAb-C 96well 24well T25 SF
CD_6W 68 30 20 13
CD_7W 41 23 20 7
CD_8W 43 24 10 6
CD_10W 39 24 10 5
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Figure 9 Properties of established cell lines (mAb-C) derived from 
different screening duration  
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スクリーニング効率の比較結果の一部を Figure 10 に示す。この mAb-B では選択剤




Figure 10 Comparison of outgrowth efficiency with oxygen 
concentration: 




で比較した。Figure 11 は mAb-A のスクリーニングの最初の段階である、
96well-plate での生産性評価を示している。無血清条件下では、その半分程度が非
生産株であったのに対し、血清を含む培地条件では得られる株数も多く、標準の





を Figure 12 に示した。同じく mAb-E のスクリーニングの最初の段階である、
 







































Figure 11  IgG (mAb-A) productivity of individual clones in 96well stage 
(Upper panel: Serum_TF , Down panel: CDACF_TF)  
  
 

























































Figure 12 Distribution of IgG (mAb-E) productivity of cell lines at 96well 
stage (Upper panel: Serum_TF,  Down panel: CDACF_TF)  
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2.3.5 選択剤 MSX 濃度の比較 
GS 遺伝子の阻害剤である MSX の濃度は各種条件設定の際に、基本的に 2 段階
以上設定された（Figure 6、Figure 11）。原理からも自明な通り、低 MSX 濃度では選











抗体生産： Titer [g/L] = Qp x IVC 
Qp : Specific productivity [pg/cell/day] 
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えられた(Table 3)。 
 









Culture duration at 











with FBS with FBS ≒ CDACF
#3 
Concentration  















Media dependent  
correlation with MSX 
with FBS：25 M 
CD-ACF：50 M 
#5 


























































cell sorter (FACS)を用いた育種方法である [ 7 ] [ 9 ] [ 54 ]。FACS は蛍光抗体で染
色した細胞を液流に乗せて流し、レーザー光の焦点を通過させ、個々の細胞が発する
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そこで本研究では、半固形培地を使用したハイスループットなシングルセルクロー





Figure 13 Single cell-based cloning system “Clone Pix FLTM ” 









現させる目的遺伝子としては、ヒト化抗体 mAb-F も用いた。 
半固形培地はメチルセルロースを基材とした、CloneMatrix (Molecular Devices) 
をベースとし処方最適化を行い、このとき対照として、Pre-mix 処方半固形培地であ
る Clone Media CHO-G (Molecular Devices) も使用した。 
半固形培地の処方最適化の際には、組換えアルブミン (rAlb： recombinant 
albumin)として、Invitra 社製と EMD Millipore 社製の製品を使用した。また、これ以
外の添加物として化学合成品のサプリメント(GSEM, Sigma-Aldrich) を使用した。 
半固形培地に添加物として使用される培養上清は、宿主の CHO-K1SV 細胞株を








2.0 ～4.0 x 105 cells/mL となるように CD-CHO 培地に希釈し T-25 角型フラスコへ
5mL 又は、T-75 角型フラスコへ 20mL を張り込んで前培養を実施した。 
 
3.2.3 シングルセルベースのクローン選抜方法 
遺伝子導入された transfectants pool は 3-14 日間の前培養期間を経たのち、蛍
光標識された二次抗体（CloneDetect）を含む半固形培地に 1,000-10,000cells/mL
で播種された。シングルセルベースのクローン選抜機器として ClonePixFL 
(Molecular Device) を使用した。半固形培地上で 10-14 日間培養されたのち、形成
されたシングルセルに由来するコロニーを ClonePixFL にて可視光で同定するととも
に、蛍光強度で産生している目的産物を評価しソフトウェア上で選択されたコロニー
を中空のピンでピッキングする[ 21 ]。ピッキングされた細胞集団は 200μL の液体培
地を含む 96well のマイクロプレートに任意の順序に整列するように、縣濁回収される。
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Colony formation ratio (コロニー形成率) は以下の計算式で求めた。 
Colony formation ratio (%)  










だし、市販半固形培地の Pre-Mix された Clone Media CHO-G (Molecular Devices) 
を CHO-K1SV 株に用いると、Colony formation ratio が著しく低く、増殖も遅いため
限外希釈法より効率的選抜と期間短縮において利点があまり見いだせなかった。 
遺伝子導入された同じ細胞 pool をメチルセルロース含有の CloneMatrix に液体
培地の CD-CHO が終濃度で 1 倍になるようして調整したプロトタイプ処方の自家調
製半固形培地（x2.5 CloneMatrix 40%, x2 CD-CHO 50%, Spent Media 10% ）と




Figure 14 Comparison of semi-solid media between In-house Media vs. 
pre-mixed CloneMedia by single-cell-based clone selection system 
ClonePixTM FL 




実験-1）。先のプロトタイプ処方を基本として、spent media を 3 水準（0%、10%、
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20%）、組換えアルブミンを 2 水準（0%、0.1%）、サプリメントの GSEM を 2 水準（0%、
2%）の 12 条件を完全割り付けとした。処方最適実験をいくつか行うにあたり毎回、
遺伝子導入体を準備するのは作業性と再現性で効率が悪いため、限外希釈法で樹
立した mAb-E 生産株 2 株の混合 pool を用い、評価についても作業性のより高い
Clone Select Imager（CSI）のイメージング機能を用いた。抗体発現細胞 pool を半
固形培地に 400cells/mL で混合し、6well-plate に播種し培養したものを 12 日後に、
CSI で画像解析した結果をまとめたものが、 Table 4 であり、グラフ化した結果が








液体培養における、spent media の効果はこれまでも報告がある[ 15] [ 41] [ 42]。分
泌された物質が、分泌した同種細胞自身に作用するオートクライン因子が、増殖を促
進すると考えられている。多くの腫瘍細胞が、増殖因子を産生することが分かってい
て、線維芽細胞増殖因子(FGF: fibroblast growth factor)、 トランスフォーミング増
殖因子受容体(TGFR： transforming growth factor receptor)や血管内皮細胞増殖
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#01 0 0 0 820 95 0.007 12
#02 0 0 2 708 174 0.009 22
#03 0 0.1 0 650 37 0.006 5
#04 0 0.1 2 604 155 0.008 19
#05 10 0 0 815 129 0.013 16
#06 10 0 2 758 231 0.013 29
#07 10 0.1 0 381 128 0.010 16
#08 10 0.1 2 498 231 0.010 29
#09 20 0 0 545 178 0.013 22
#10 20 0 2 654 210 0.011 26
#11 20 0.1 0 437 150 0.015 19
#12 20 0.1 2 1094 245 0.015 31
 
 


















































































- 41 / 78 - 
 
 









る、蛍光色素を含有した CloneDetect を加えクローニングを行う ClonePixFL を実際
に使って評価を行った（Figure 17）。その結果、 spent media により、total colony
の ”colony forming ratio” が大きく向上している。この spent media の効果を再確
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分泌しているコロニー（producers colony）の数に意味がある。その点に着目して見
てみると、spent media 非含有の左 Panel は GSEM や rAlb が存在しても、pickable 
colony、producers colony ともに差は認められていない。 
このとき spent Medium の存在下で、rAlb があると大きく pickable colony の出現
率を向上させている。つまり pickable colony が増えたということは微小な colony が
生えたというより、一つ一つのコロニーの増速を促進していることを意味する。この
rAlb と spent media には単純な加算効果だけでなく、相互作用があると考えられる。 
さらに、GSEM は単一成分としての効果はほとんど認められないが、spent media
や rAlb との存在下で Pickable colony の出現率を向上させている。3 成分の存在条
件下での pickable colony の向上だけでなく、producers colony の出現率を向上さ
せている。つまり、今回添加した、spent media、rAlb と GSEM は 3 成分が共存する
ことで意味のある組成となっていて、このうち一つが欠けても優れた培地にはならな
いことを意味する。ここで、重要とした Producers colony も増えているということは、
遺伝子未導入の非特異的株にだけ増殖促進効果があるわけでなく、目的産物産生
能を有する株の多様性と選択性を維持していることを示している（Figure 17）。結果
として、最適の組成と考えられる spent media を 10%、rAlb を 0.5%と GSEM を 2%
の処方下で、total のコロニー形成率として 60%を達成し増殖性も良くなったことで、
pickable colony の形成率も 30%程度と向上し、これらが増えることで目的産物の発
現が認識できる producers colony が 20%得られた。 
この実験で効果の認められたアルブミンに関しては、培地中での脂質の担体とし
て働くことや抗酸化作用を持つこと、さらに細胞への物理化学的な損傷を低減させる
というような生物学的特性が考えられており [ 19 ] [ 31 ]、実際に液体の化学合成培




































































Figure 17 The evaluation of cell growth and productivity using various 
semi-solid media supplements in single-cell-based clone 
selection system ClonePixTM FL. 
 










の細胞について初期細胞密度と MSX 濃度を変えて、培養を試みた（Figure 18）。遺
伝子導入 24 時間後に選択剤を添加している。初期細胞密度(ICC：Initial cell 
concentration)を 2 水準（2x105cell/mL と 4x105cell/mL）、MSX 濃度を 4 水準（0， 
15, 25, 37.5μM）で静置培養された。生存率は、しばらく経時的に低下し、MSX 濃度
依存的に無添加では 2 日後から、添加条件では、低濃度側の 15μM ではだいたい 4
日後から、高濃度の 37.5μM で 12 日後から僅かに上昇に転じる。生細胞密度は
徐々に低下し、あるポイントから上昇に転じる。同じ MSX 濃度では、初期細胞密度
 











4x105cell/mL、MSX 濃度が 25μM の条件が最適と考えられた。 
ただし、同じ細胞密度（4x105cell/mL）のもと、発現ベクターを含まない（遺伝子導
入されない）条件とベクター有の条件で遺伝子導入操作を行い MSX 含有（25μM）と









主細胞である CHOK1-SV 株は内在性の GS 遺伝子を完全に欠失しているわけでは
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Figure 18 Time course of viable cell concentration and viability of 
transfection pools in CD-CHO media containing various 
concentration of MSX. 
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Figure 19 Time course of viable cell concentration and viability of 
transfectants (w/ double gene expression vector (DGV)) and 
transfectants (w/o DGV) in CD-CHO media containing 25μM 
MSX.  
Cells were inoculated at 4105 (ICC4) cells / mL. A: Viable cell 







後、細胞 pool は先の検討で最適化された、初期細胞密度：4x105 cell/mL で開始し
24 時間後に 25μM の MSX を含む培地で前培養された。前培養の 3 日目、5 日目、
7 日目において、MSX 濃度を 2 水準設定した半固形培地に 3 段階の細胞密度で播
種された。生育確認は半固形培地で 14 日間培養されたところで行われた。これらの
結果のうち前培養期間と半固形培地中の MSX 濃度については Table 5 にまとめら
れている（播種細胞数条件は全て含む）。Total のコロニー形成率は 3 日間の 7%台
から、5 日間、7 日間(11%台）と長くなるにつれ緩やかに改善されているが、改善率
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は 1.5 倍程度であった（A 列）。これに対して、producer colony のコロニー形成率（B
列）は 2 倍近く、さらに、半固形培地上での蛍光認識による生産コロニーではなく、
ピッキング後の液体培地での評価で実際に目的産物の産生（1 mg/L 、10 days 培
養）が確認された Actual producer colony のコロニー形成率（C 列）は、3 日目に比
べて 3 倍以上改善されていた。つまり、コロニー形成率などは 5 日間、7 日間と長い
ほど、高生産株を効率よく取得するのに適していると考えられた。ただし、イメージン







が多くなっていた。同じ 5,000cells/mL のところで比較した画像を示す (Figure 20)。 
抗体産生が認められたコロニーは ClonePixFL のソフトウェア上で  “total 
fluorescence intensity” の高い順に選択、ピッキングされ、液体培地を含む




よく生産株を、それも高生産株を取得できていた。同じく、前培養期間の 5 日間と 7 日
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Table 5 The effect of seeding time and MSX concentration on the screening 
efficiency 
 
Total colony indicates an image area of the cell colony of more than 0.005 
mm2.  
Producer colony indicates a total fluorescence intensity of more than 50,000 
fluorescence units (FU).  
Actual producer indicates that the antibody production of the picked clone was 
over 1 mg/L for 10 days of incubation in 96-well plates.  
The colony formation ratio was calculated from the results of cell seeding 



































= (C/B x100) 
3 10 7.8 0.088 0.006 1.12 6.5 
25 7.6 0.104 0.010 1.36 10.1 
5 10 11.6 0.120 0.020 1.03 16.7 
25 10.3 0.173 0.022 1.69 12.6 
7 10 11.5 0.166 0.024 1.44 14.4 
25 11.6 0.179 0.033 1.54 18.6 
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Figure 20 Pre-culture duration difference between 3day and 5days at 
5,000cells/mL. 
 Transfectants were plated on semi-solid media containing 25μM MSX. Seeding cell 
concentration was 5,000 cells/mL.  
A: Day3 : The white-light image  (seeding time after transfection was 3 
days). 
B: Day3 : The fluorescence image of A.  
C: Day5: The white-light image (seeding time after transfection was 5 days). 
D: Day5: The fluorescence image of C. 
 
 
- 50 / 78 - 
 
Figure 21  MSX concentration difference between 25μM and 10μM、 5days at 
10,000 cells/mL、.  
A: 25μM MSX : The white-light image at semi-solid medium  
B: 25μM MSX : The fluorescence image of A.  
C: 10μM MSX: The white-light image at semi-solid medium  




































Figure 22 Colony foaming ratio of different seeding time after 
transfection.  
Transfectants were plated on day3, day5, day7 after transfection into 10 μM 
and 25 μM MSX containing semi-solid media、 then were picked after 14 
days. The picked colonies were dispensed in CD-CHO media for cell culture. 
After 10 days incubation, productivity of mAb was evaluated. Each clone was 
classified by productivity of antibody, meaning of each legend as follows:  
Producers > 5mg/L, (productivity of antibody over 5 mg/L) 
Producers > 3mg/L, (productivity of antibody 3 to 5 mg/L) 




の比較を示した (mAb-A の例、Table 6)。ここでは、ほぼ同数（16 株と 17 株）の高生
産株を得るのに、従来法では、約 3,000wells = 60/96well-plate x 50 枚 必要なのに
対して、Clone Pix FL を用いた場合、総数として約 3,000 株を評価するが、半固形培
地から選抜された株はその 39 株と 96well 1 枚に集約される程度であった。そして、
96well 培養の段階で生産物濃度を測定した結果の high producers であった率は
44%と従来法の約 10 倍の高率であった。 
最適化された、クローニング手法で得られた細胞を、順次拡張培養し、振盪培養馴
化後に親株 SCB (Seed cell bank) として保存した。ここまでの期間は約 9 週間であ
る。従来法での期間は約 12-15 週間であるので、大きく期間短縮されている。 
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また、得られた株の振盪培養での生産性などを評価した結果を、Table 7 に示した。
同数評価ではないが、mAb-E の場合は、同数の最終 criteria-2 を満たすにあたって、
初期の生産物濃度測定や振盪培養をした株数など作業工数が大幅に少なっている
ことが分かる。また、mAb-F の場合では、初期の作業量を 2 倍程度にしたことで、最
終的な criteria-2 を満たす株が 8 倍程度取得できたことを示している。 
 
Table 6 Comparison between conventional method (Limited dilution) and HTS 














Limiting Dilution 354 /2931 16 /354 4.5
HTS
(Clone Pix) 39 /3576 17 / 37 43.6 0.48
High producers (96well-20μg/mL)
 
Table 7 Comparison between conventional method (Limiting dilution) and 
HTS (using ClonePix FL) method through final evaluation 
*1） ピッキングされたコロニー全てを選抜なしで評価した 
mAb
Cloning Method LD HTS LD HTS
Numberof 96well used 8700 432 7380 3227
Number of clones
1) 96wells assaied 953 *1) 432 663 1263
2) 24wells 469 72 144 456
3) T25-flask 193 12 48 122
4) Shake-flask 53 12 16 49
Criteria-1 (>200mg/L) 20 6 14 49
Criteria-2 (>400mg/L) 2 3 4 32
Ratio of efficiency [%]
























伝子の働きで MSX に打ち勝ち増殖しだしてしまう。MSX 濃度は 25μM 程度で初期
























シングルセルにするので、それが 10 本以上のバンク（SCB： Seed cell bank、 
1x107cells/vial）になるには理論上（1x107 cells x10 vials = 108）1 月以上かかり、場
合によっては評価も含めて 3 か月程度かかる工程である。 
近年では、生産細胞樹立までの期間短縮をストロングポイントとするベンチャー企

















その後振盪フラスコで培養され 2 日目もしくは 3 日目に 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 cell/well と
なるように希釈されて培地 200μL を含む 96well マイクロウェルプレートに播種された。
低細胞密度側から優先的に各親株あたり 24 株を評価し、24well プレートには各親




- 55 / 78 - 
4.2.3 ClonePixFL を用いたクローニング方法 
保存された凍結バイアルを融解し、3 日間の前培養ののち半固形培地に
50cell/mL および 200cell/mL で播種した。各株から 48 株ほどを picking し、液体培




細胞プールの特性解析を行うため、蛍光標識された抗ヒト Fc 抗体による Cold 
Capture method で細胞表面の分泌抗体を標識することで各親株の特性解析を
行った。二次抗体としては、R-Phycoerythrin Affini Pure F(ab')₂ Fragment Goat 




各播種密度でプレート 4 枚（60x4=240 wells）に播種した。その時の Outgrowth 
efficiency を Figure 23 に示す。細胞密度としては各クローンにつき 8 倍まで設定し
たが、最も低密度でもクロナリティーの担保が 80%程度になるよう株が 2 株ほどあっ































Figure 24 Deviation and range at each subcloning stage for 14 cell lines 


























































































titer (ave.) SPR (ave.)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
L001 L007 L009 L012 L020 L025 L029 L032 L035 L038 L043 L044 L051 L053
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Figure 25 Batch culture evaluation1 (IgG titer and specific productivity) 
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L001 276 364 32 19 24 25
L007 300 485 61 33 40 19
L009 339 320 -6 12 10 -16
L012 327 329 1 8 10 27
L020 375 399 7 18 16 -11
L025 346 326 -6 16 21 31
L029 219 374 71 21 14 -30
L032 435 286 -34 12 10 -17
L035 264 353 34 16 21 29
L038 - - - -
L043 514 658 28 26 21 -18
L044 204 378 85 28 16 -41
L051 236 524 122 21 16 -24
L053 255 379 49 13 14 9





















































Figure 27 Effect of subcloning comparing productivity 
 
効果を確認するために、subcloning を実施前の 14 種類の親株と比較すると（Table 
8 および Figure 27）順調に娘株が取得できたのが、13 株（L038 は取得できなかった）。
うち、回分培養評価で最終目的産物濃度が 20%以上が向上したのは、8 株で、ほとん
ど変わらなかった株が 4 株。1 株は、大きく最終目的産物濃度が低下した。低下した株
も含めて平均で 27%改善されていた。 
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4.3.3  シングルセルベースのクローンシステムを用いたサブクローニング 
限外希釈法との比較の為、第3章で最適化した半固形培地組成で、播種を行った。
半固形培地で 10 日間培養を行ったプレートを CSI で画像解析したものが、Figure 28
である。Heterogeneity の高い、transfectants を播種したプライマリークローニング時
と比べると、各コロニーが均一に生育していることが分かる。この同じプレートを CPFL
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Figure 29 Images of ClonePix FL for subcloning at different cell 
concentration 
［Upper Panel :Seeding cell density at 200 cells/mL、  
Lower Panel: Seeding cell density at 50 cells/mL］ 
 
 
Figure 30 Unstable parental clone and stable parental clone, productivity 
evaluation on 24well-plate stage 
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 Average          22.1   [mg/L]
 SD                    11.9
 (standard deviation) 
Average         42.7[mg/L]
SD                    5.9  
 (standard deviation) 
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Figure 31 Unstable parental clone and stable parental clone 
 
CPFL でピッキングして 96well→24well と選抜と拡張培養を行った。このとき、元
の親株ごとに、取得される subclone の生産性分布に違いがあった。代表的な 2 株に
おいて、24well-plate 培養終了時の各株からの 24subclone の生産性をプロットした
のが Figure 30 である。両株の top の株の生産性はほぼ同じであるが、分布に大き
な差がある。L032 株は大きくばらつきがあり、それに比べて L043 株は平均値が高く、
平均からの外れが少ない。これは、量株の安定の違いによるものと考えれらた。この



























L032 (Tn09-08)            L043(Tn09-11)
 





















































media を加えることと、半固形培地に播種する前に 5-7 日間の前培養を実施し細胞を
増殖基調に回復させておくことが重要であった。結果として効率が向上し期間も短縮
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Figure 32 Time Line Comparison between conventional and HTS method 
CPFL:ClonePixFL を用いた新しい育種方法、LD：限外希釈法による従来育種方法 

















total (TF to RCB )
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Figure 33 Detail of Schema Flow 
 















Plating toCloneMedia for subcloning
[Selected Top clones result from batch-culture]
[ 1st Screening ]
item LD method ClonePixFL
1st Screening 15 9
Subcloning 10 8
total (TF to RCB ) 28 16
number of 96well plate 30 to 70 10 to 20
60 /96well 96 /96well
outcome efficiency at 96 well 10% >40%
1st clones 200 to 400 400 to 800
number of 96well plate /clone 10 to 20 0.25 to 1.0
outcome efficiency at 96 well 5 to 20% about 100%








per parental 24-well plate culture
T25 flask culture
Shake flask (30mL)




Fed-flask culture (selected clones)
Continue for stability
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5.2 今後のバイオロジックス生産の育種について 




処方に含まれる組換えアルブミンや Spent Media を除き完全にどこでも同じ処方の
CD protein free 培地の開発が挙げられる。さらに、ここでの理想は、選択剤なしの条























ような宿主細胞のパワーアップである。これは、現在の TALEN や CRISPR と言った
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